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論文内容要旨
 膵癌切除術中から起こると考えられる不顕性肝転移を防止する目的で,抗腫瘍効果が高く副
 作用の少ない経門脈性術中補助化学療法を確立するために,リボソームを用いたtargeting
 chemotherapyのヒト膵癌培養細胞に対する抗腫瘍効果をinvitro,invivoで検討して以下の結
 果を得た。
 1)リボソームの作成
 Lesermanの方法によりEgg-PC,Cholesterol,DPPAよりevaporator内でリボソームを
 作成,これにAdriamycinを封入し,超音波ソニケーターにてこれを破砕し単層リボソームを得
 た。次にBurbetのSPDP法により,リボソーム表面に抗CA19-9抗体を結合させた。
 2)標的細胞
 当科で樹立継代しているヒト膵癌培養細胞株PK-1と,そのnudemice皮下移植腫瘍を用い
 た。PK-1はCA19-9陽性の膵癌細胞でculturemedium中へのCA19-9分泌濃度は約1600
 U/m1であり,FITCを用いた蛍光抗体法でその細胞膜上にCA19-9が強く分布しているの
 が確認された。
 3)invitroの細胞障害試験
 3.5cmのFalcondishに1×105個のPK～1細胞を散布し,3日後対数増殖期に入ったとこ
 ろで各薬剤を接触させ,一定時間接触後にPBSにて2回洗浄後,元のmediumで培養し連日の生
 細胞数をトリパンブルー法により計測し,そのconLro1の生細胞数に対する比率をTes七Control
 RaLio(T/C)としてプロットした。接触濃度はADMのPK-1に対する50%成長阻止濃度0.23
 μg/m1(以下γ)をはさんで1・0.1・0.01γとし,接触時間は2および48時間とした。17・
 2時間接触では抗腫瘍効果の強い順に,抗体結合・ADM封入リボソーム(lipoδADM竈Ab),
 ADM単独(freeADM),非結合抗体混和・ADM封入リボソーム(lipo万ADMmixAb),
 ADM封入リボソーム(1ipoすADM)の順となったが,1γで48時間接触させると4者はほ
 とんど同じ抑制率を示した。接触濃度を下げると抑制率は全体に弱まり,0、01γ・2時間接触で
 有意の抑制効果を示したのは1ipoすADM=Abだけであった。
 4)invivoの腫瘍集積性の検討
 nudemice皮下移植PK-1腫瘍に対する腫瘍集積性をみるため,lipo百ADM=Ab,lipo万
 ADMおよびfreeADMをADM換算5mg/kgで静注して1・2・3および5日目の腫瘍を採
 取し,その腫瘍内ADM濃度を高速液体クロマトグラフィーにより測定した。その結果,lipo万
 ADM-Ab静注群がO,99γと最高濃度を示し,その後の濃度減少勾配も緩やかで,最終的に
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 0,68γと他2者の2倍以上の高濃度を示した。これに対し,freeADM静注群では0.88γから
 急速に減少し,最終的には0.24γと,1ipoδADM静注群の0.33γより低い値を示した。
 5)invivoの体内動態の検討
 lipo万ADM=Ab,lipoδADM,freeADM静注後5日目の心臓血の他,主要臓器を摘出
 し,そのADM濃度を高速液体クロマトグラフィーにより測定した。その結果,血中からは完全
 に消失していたが,肝臓内ではリボソーム静注群がfreeADM静注群の倍近い分布を示し,リ
 ボソームが網内系でtrappingされていることをうかがわせた。心筋内では有意差は認めなかった
 が,リボソーム静注群がfreeADM静注群より若干低いADM濃度を示した。
 6)invivoの腫瘍増殖抑制効果の検討
 llpoすADM=AbとfreeADMをPK-!担癌audemiceにADM換算5mg/kgで静注し,
 その後の腫瘍径を3週にわたって1日おきに計測し,Geranの式より推定腫瘍重量をプロットし
 た。その結果,freeADM静注群では増殖抑制期間は短く9日目より再増殖に転じ,最終的に
 はcontrolの約51%の重量に達した。こ'れに対し1ipoすADM=Ab静注群では15日目まで腫瘍
 重量は減少を続け,その後再増殖に転じたものの最終的には原重量以下,controlの約25%の重
 量にとどまった。屠殺後の標本の組織学的検討でも,freeADM静注群では癌細胞の破壊と癌
 胞巣の崩壊が軽度であったのに対し,llpoδADM=Ab静注群では全体に強い細胞浸潤を認め,
 癌細胞破壊と癌胞巣崩壊は高度であった。
 7)まとめ
 ①抗体結合リボソームに封入したADMはinvitroの細胞障害試験で同量のfreeADMに比べ
 より強い抗腫瘍効果を示し,特に生体内条件により近い低濃度・短時間接触でも有効であった。
 ②invivoでの経時的な腫瘍内濃度の測定でlipo万ADM=AbはfreeADMより常に高濃度
 を示し,120時間目でfreeADMの2倍蝦上の濃度を示した。また肝臓に高'く心筋に低い分布
 を示し,心毒性を軽減させた上で肝臓内に高濃度のADMを分布させうる可能性を示した。
 ③invivoでもfreeADMに比べ,より強い腫瘍増殖抑制効果を示した。
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 審査結果の要旨
 膵癌は治癒切除例においても術後高率に肝転移再発を来たし,その原因として切除術中からの
 不顕性肝転移の存在が考えられている。治療成績向上のためには不顕性肝転移の発生に対し何ら
 かの対策を講じなくてはならないが,術中化学療法は術後の肝機能障害等の問題があり行い得な
 いのが現状である。そこで抗腫瘍効果が高く副作用の少ない術中補助化学療法の確立が必要と
 なり,targetingchemo七herapyの膵癌への応用を試みた。drugcarrcerとしてリボソームが実
 用化されてから久しいが,膵癌培養細胞株が少ないこともあり膵癌細胞を標的とした七arge七lng
 chemo七herapyの報告はない。また腫瘍マーカーとして現在最も膵癌に特異性が高いといわれる
 CA19-9を七argeむingに用いる抗体として使用した実験報告もない。
 本研究では抗癌剤のcarrcerとなる人工脂質膜小胞リボソームに,膵癌に感受性の高いアドリ
 アマイシンを封入し,その表面に抗CA19-9抗体を結合させた複合体を作成し,ヒト膵癌培養細
 胞PK-1に対する抗腫瘍効果をinvibro,invivoで検討し,あわせてリボソームの腫瘍集積性
 と体内動態を検討した。
 第一にinvitroにおける細胞障害性試験の検討では,抗体結合・ADM封入リボソーム(lipo
 iADM-Ab)は各接触条件下でADM単独投与(freeADM)よりも強い抗腫瘍効果を示
 し,特にfreeADMの抗腫瘍効果が消失する低濃度・短時間接触においても有意の抗腫瘍効果
 を示した。この生体内投与時に近い条件下でも抗腫瘍効果を認めるのはtargetingchemotherapy
 の特徴の一つと思われた。
 第二にinvivoの腫瘍増殖抑制効果の検討でもlipo石ADM=Ab静注群はfreeADM静注
 群よりも有意に殺細胞的に作用し,組織学的検討においても強い癌細胞破壊像と癌胞巣崩壊像を
 示した。
 第三に静注後5日目までの腫瘍内ADM濃度を高速液クロを用いて測定しinvivoでの腫瘍集
 積性を検討した結果,hpo万ADM=Abは常にfreeADMよりも高濃度を示し,その濃度減
 少勾配も緩やかで最終的にfreeADMの2倍以上の腫瘍内濃度を示した。
 第四に同様な方法で主要臓器内ADM濃度を測定し体内動態を検討した結果では,心筋内で
 freeADMより若干低目に,肝臓内ではfreeADMの3倍近い集積を示した。これは網内系
 による七rappingによるものと思われるが,不顕性肝転移予防の観点からみると,肝転移巣近傍に
 抗癌剤を高濃度に分布させ続けることができ,逆に言えば同濃度のADMを肝内に分布させるに
 はfreeADMの1/3程度の量ですむ可能性も出てくる。
 本研究はmonoclona1抗体を治療に応用することにより抗腫瘍効果を増強し,リボソームに封入
 することで副作用を減らしうる可能性を示し,肝転移防止対策として有効であることを示唆した
 ところに独創性が認められる。よって本研究は学位授与に値するものと認める。
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